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RESUMO

O dimesilato de lisdexanfetamina (LDX) é um pro-farmaco estimulante da classe das
anfetaminas, de longa duracdo e com menor risco de potencial de abuso e é
indicado no tratamento do Transtorno de Déficit de Atencgao/Hiperatividade. Nao
existe monografia disponivel para este farmaco em nenhum cdédigo oficial, deste
modo faz-se necessario o desenvolvimento e validagdo de métodos para assegurar
a qualidade da forma farmacéutica. O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento
e a validagcdo de métodos analiticos para determinacdo de LDX na forma
farmacéutica capsula e o estudo da estabilidade preliminar do farmaco. LDX SQR foi
preparado em nosso laboratério, apds extragdo de LDX da forma farmacéutica
capsula, apresentando 99,56% de pureza, determinada por balanco de massas e
identificado por espectroscopia de infravermelho, RMN de 'H e "*C e LC-ESI-QTOF.
A identificacdo de LDX na forma farmacéutica capsula foi realizada por UV, CL-UV
e CL-DAC comparando-se com a SQR. Os métodos, CL-UV, CL-DAC e CL-EM,
desenvolvidos e validados para a quantificacdo de LDX capsula demonstraram-se
especificos, lineares, exatos, precisos e robustos. Os trés métodos foram
considerados indicativos de estabilidade, pois apresentaram a capacidade de
determinar o farmaco frente a produtos de degradacédo obtidos por estudos de
degradagao forgada. A analise estatistica (ANOVA) determinou que os métodos séo
intercambiaveis para o objetivo pretendido. O estudo da cinética de fotodegradagao
do farmaco foi realizado por 48 h de exposicdo. O farmaco apresentou uma
extensdo de degradagao de 68% quando as amostras foram analisadas por CL-DAC
e 62% quando analisadas por CL-Q-ATV e dois produtos de degradacao obtidos
foram identificados. LDX foi submetida a hidrdlise acida e alcalina em diferentes
condigdes (0.01 M, 0.1 M, 0.5 M e 1 M de DCI e NaOD) e analisadas por RMN de
'H, C, HSQC e HMBC e um produto de degradacdo foi identificado, um
diasteroisbmero da LDX: dimetanosulfonato de (2R)-2,6—diamino—N-[(1S)—1-metil-

2—feniletil] hexanamida



Palavras-chave: dimesilato de lisdexanfetamina, validacdo de métodos analiticos,

controle de qualidade, fotodegradacao, produtos de degradagéo.



ABSTRACT

Lisdexamfetamine dimesylate (LDX) is a stimulant prodrug of amphetamine class,
long-lasting and with less risk of abuse potential and it is indicated for the treatment
of Attention Deficit Disorder/Hyperactivity Disorder. There is no monograph available
for this drug in any official code, thus it is necessary the development and validation
of methods to ensure the quality of dosage form. The objective of this work was the
development and validation of analytical methods for determination of LDX in capsule
and the evaluation of drug stability in forced degradation. LDX reference standard
material (RSM) was prepared in our laboratory through extraction from capsules, with
99.56% of purity, determined by mass balance and identified by infrared
spectroscopy, 'H-NMR, ">C-NMR and LC-ESI-QTOF. The identification of LDX in
capsules was performed by UV, LC-UV and LC-CAD comparing with SRM. LC-UV,
LC-CAD and LC-MS methods developed and validated for the quantification of LDX
in capsules proved to be specific, linear, accurate, precise and robust. The three
methods were considered stability-indicating because they exhibited the ability to
determine the drug even in the presence of degradation products obtained by forced
degradation studies. ANOVA statistical analysis demonstrated that the methods are
interchangeable for the intended purpose. LDX photodegradation kinetics study was
carried out for 48 h exposure. The drug showed a degradation extent of 68% when
the samples were analyzed by LC-CAD and 62% when analyzed by LC-ESI-QTOF
and two degradation products obtained were identified. LDX was subjected to acid
and alkaline hydrolysis under different conditions (0.01 M, 0.1 M, 0.5 Mand 1 M
NaOD and DCL) and analyzed by 'H, "*C, HSQC and HMBC NMR and one
degradation product was identified, a diastereoisomer of LDX: (2R)-2,6-diamino-N-

[(2S)-1-phenylpropan-2-yl] hexanamide .

Key words: lisdexamfetamine dimesylate, validation methods, quality control,

photodegradation, degradation products.
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1 INTRODUCAO







INTRODUGAO

O Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade (TDAH) é a mais prevalente
desordem neurocomportamental na infancia (AAP, 2000). TDAH afeta entre 3% a
6% de criangas em todo o mundo e caracteriza-se por sintomas como falta de
atencao, impulsividade e hiperatividade que podem impactar em muitos aspectos do
comportamento e do desempenho em casa e na escola (ROHDE et al.,, 1999;
FARAONE et al., 2003).

Estimulantes sdo considerados a classe de medicamentos mais efetivos para
pacientes com TDAH, mas a farmacoterapia do transtorno de hiperatividade e déficit
de atencao deve ser combinada com terapias educacionais e comportamentais € um
acompanhamento que otimize a eficacia do tratamento (VIERHILE et al., 2009; AAP,
2011).

Dimesilato de lisdexanfetamina (LDX), formado a partir de uma d-anfetamina
ligada covalentemente a L-lisina, € um pré-farmaco estimulante de longa duragao
indicado para o tratamento do TDAH em criangas e adultos (BOELLNER et al.,
2010). Apos a administragdo oral, a substancia farmacologicamente ativa, d-
anfetamina, é liberada quando a ligagao covalente é clivada durante o metabolismo
(MICKLE et al., 2006).

Dimesilato de lisdexanfetamina € um derivado anfetaminico, ou seja, uma
amina simpatomimética de acdo indireta. Os anfetaminicos mimetizam os efeitos
periféricos da noradrenalina no sistema nervoso simpatico e tem importantes efeitos
no sistema nervoso central. Em doses repetidas, verifica-se o desenvolvimento de
tolerancia, explicando, em parte, a tendéncia da anfetamina e seus derivados a
causarem dependéncia quimica (DIEHL et al., 2011; RANG et al., 2011). Dimesilato
de lisdexanfetamina foi desenvolvido com o objetivo de buscar farmacos com maior
duracao de acao, ou seja, que melhorem a adesao ao tratamento e que diminuam o
potencial de abuso como alternativa no tratamento de TDAH (MICKLE et al., 2006;
JASINSKI e KRISHNAN, 2009; JASINSKI e KRISHNAN, 2009a).

Atualmente, LDX é um farmaco de prescricdo médica para o tratamento do
TDAH aprovado nos Estados Unidos, Canada, Australia, varios paises europeus
(nome comercial: Elvanse® / Tyvense®) e Brasil. Os Estados Unidos através do FDA
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foi o primeiro pais a aprovar o dimesilato de lisdexanfetamina em 2007 para
tratamento de TDAH em criangas de 6-12 anos, na forma farmacéutica capsula, nas
apresentacdes de 20 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg, 60 mg e 70 mg, com a marca
Vyvanse®. Ja as indicagdes para adulto de LDX foram aprovadas pelo FDA em abril
de 2008 (FDA, 2014). O Canada aprovou o LDX em 2009 para tratamento de TDAH
para criangas e em 2010 para adolescentes de 13-17 anos, nas apresentacdes de
20 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg e 60 mg (HEALTH CANADA, 2014). Na Australia, o
LDX foi aprovado em 2013 para tratamento de TDAH (NSW, 2014). No Brasil, o LDX
foi registrado na ANVISA em 2010 e é comercializado pelo laboratério Shire
Farmacéutica Brasil Ltda., com o nome comercial Venvanse®, na forma farmacéutica
capsula, nas apresentacdes de 30 mg, 50 mg e 70 mg em frascos com 28 capsulas
(BRASIL, 2010). Em 2011, a ANVISA incluiu o LDX na lista de substancias
entorpecentes (A3) através da RDC 36/2011, incluindo-o Portaria SVS/MS 344 de 12
de maio de 1998 (BRASIL, 1998; BRASIL, 2011).

.Os medicamentos oferecidos para a populagédo tém por objetivo proteger a
saude, ou seja, devem ter seguranca e eficacia adequada a um custo acessivel.
Neste sentido, o desenvolvimento de metodologia analitica para controle de
qualidade tem papel fundamental ja que propicia uma avaliagdo do farmaco quanto a
sua identidade, teor, pureza e estabilidade durante o seu prazo de validade (JAIN e
BASNIWAL, 2013).

Com o objetivo de possibilitar a obtencao de novos dados cientificos, o farmaco
LDX foi escolhido como tema deste estudo para sua analise qualitativa e
quantitativa, tanto na forma de matéria-prima, como de medicamento. Esta
dissertagdao objetiva colaborar com o controle de qualidade de LDX na forma
farmacéutica de capsulas, através do desenvolvimento e validagcdo de métodos
analiticos e avaliagao preliminar da estabilidade através de estudos de degradagao
forgcada, de modo a garantir seguranca e eficacia terapéutica aos pacientes usuarios

deste medicamento.
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OBJETIVOS

2.1

Objetivos gerais

Desenvolver e validar métodos analiticos para determinagado qualitativa e

quantitativa de LDX em capsulas e realizar estudo de estabilidade preliminar,

elucidando seus provaveis produtos de degradagao (PD) majoritarios formados.

2.2 Objetivos especificos

Purificar e caracterizar a substancia quimica de referéncia (SQR) do farmaco
por espectrofotometria na regido do infravermelho (1V), espectrometria de
ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas (EM) e

determinar o teor pelo balango de massas;

Identificar LDX em capsula por espectrofotometria na regido do ultravioleta

(UV) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CL);

Desenvolver e validar métodos para a quantificacdo de LDX em capsula por

CL, utilizando os detectores UV, aerosol carregado (DAC) e EM;
Realizar analise estatistica comparativa entre os métodos propostos;

Avaliar a estabilidade preliminar do farmaco para auxiliar no desenvolvimento

de métodos indicativos de estabilidade;

Avaliar a fotoestabilidade do produto, determinar a cinética de fotodegradacgao

e identificar os PD majoritarios;

Avaliar a estabilidade de LDX frente a hidrélise acida e alcalina e elucidar
estruturalmente os PD majoritarios por meio de RMN de 'H, ™C e por
correlagao (HSQC e HMBC);
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3.1 Transtorno de déficit de atencao/hiperatividade

No século 20, o Transtorno de Déficit de Atengao/Hiperatividade (TDAH) surge
como o primeiro disturbio psiquiatrico a ser diagnosticado e tratado em criangas
(DOYLE, 2004) e apresenta-se como o disturbio neurocomportamental mais comum
na infancia, mas também acomete a jovens e adultos (AAP, 2000). O TDAH se
caracteriza por apresentar um padrdo persistente de desatencdo e/ou
hiperatividade-impulsividade, mais frequente e grave do que aquele tipicamente
observado nos individuos em nivel equivalente de desenvolvimento, com prejuizo
significativo nas areas social, académica ou ocupacional, de acordo com Manual
Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais - DSM-IV-TR™ (APA, 2002). Em
37% a 80% das criangas os sintomas persistem na adolescéncia e na vida adulta
(FARAONE et al., 2003; KESSLER et al., 2006). A Organizagdo Mundial de Saude
(OMS, 1993), segundo a sua Classificagao Internacional de Doengas (CID-10) utiliza
um nome diferente para esta doenca: transtornos hipercinéticos (F90). Apesar de
nomes diferentes, existem mais similaridades do que diferengas nas diretrizes
diagnosticas para o transtorno. De acordo com o DSM-IV-TR™ (APA, 2002) trés
subtipos do transtorno foram definidos para o TDAH, com predominio de:
desatencdo, hiperatividade/impulsividade e combinado. Assim, é possivel um

diagndstico que acuse a presenga ou nao de hiperatividade.

3.1.1 Prevaléncia

A prevaléncia do TDAH foi estudada em todo o mundo. Os estudos realizados
mostram diferengas nas taxas de prevaléncia encontradas, mas isto reflete muito
mais diferencas metodoldgicas (populagdo amostrada, delineamento do estudo,
fonte de informacéo, idade, sexo, critérios diagndsticos utilizados, ou a forma como
eles sao aplicados) do que as reais diferengas culturais na prevaléncia TDAH
(FARAONE et al., 2003). Assim, estudos nacionais e internacionais que utilizam os
critérios plenos do DSM-IV-TR™ tendem a encontrar prevaléncias ao redor de 3-6
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% em criangcas em idade escolar (ROHDE et al., 1999; FARAONE et al., 2003).
Dados europeus sugerem que cerca de 5% da populagcédo sofre de TDAH, com um
total de cerca de 3 milhdes de pacientes na Europa (WITTCHEN et al., 2011).
Estudos epidemiolégicos demonstram que o sexo masculino, baixo nivel socio
econdémico e a infancia estdo associados com a prevaléncia de TDAH (SCAHILL e
SCHWAB-STONE, 2000; DOYLE, 2004).

3.1.2 Origem e Fatores de Risco do TDAH

A etiologia do TDAH ainda ndo foi claramente identificada, apesar de que
evidéncias sugerem que a origem do TDAH se deve a fatores ambientais,
neurobioldgicos e genéticos (KAPEZINSKI et al., 2011). Complicagbes na gestagao
e parto, o uso de alcool e tabagismo materno durante a gravidez e meio ambiente
familiar adverso sdo considerados importantes fatores de risco ao TDAH (SPRICH-
BUCKMINSTER et al., 1993; BIEDERMAN et al., 1995; MILBERGER et al., 1996;
MICK et al., 2002).

Um perfil fisiopatolégico do TDAH nao foi totalmente caracterizado, embora
estudos de imagem estrutural e funcional impliguem consistentemente em uma
disfungdo nas vias fronto-subcortical e desequilibrio nos sistemas dopaminérgico e

noradrenérgico como causa dos principais sintomas (ALEXANDER et al., 1986).

3.1.3 Fatores genéticos

Estudos realizados com gémeos e com criangas adotadas sugerem que o
TDAH apresenta fatores genéticos na sua etiologia. Com base nos resultados dos
estudos em gémeos, considerando a variabilidade na metodologia e definicbes de
TDAH, a hereditariedade média é de 0,77, ou seja, 77% da variagao fenotipica pode
ser atribuido a fatores genéticos (BIEDERMAN, 2005).
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Os estudos mostraram que familias com pais e/ou irmaos de criancas com
TDAH apresentam um risco de duas a oito vezes maiores quando comparados com
familias que ndo apresentam membros com a doengca (MORRISON e STEWART,
1971; CANTWELL, 1972; WELNER et al.,1977; MANSHADI et al, 1983;
BIEDERMAN et al., 1990; SCHACHAR e WACHSMUTH, 1990; FRICK et al., 1991;
FARAONE et al., 1992).

Estudo realizado com 204 familias, totalizando 853 individuos e 270 pares de
irmaos afetados indicou que as regides 16p13 e 17p11 do genoma sao as mais
provaveis para a etiologia do TDAH (Ogdie et al., 2003). Cook e colaboradores
(1995) observaram uma associagao entre o TDAH e o gene do transportador de
dopamina, o alelo 480 pb (gendtipo). Em humanos, o gene mais fortemente
implicado no TDAH é o 7-repeat allele do gene do receptor D4 da dopamina (DRD4),
confirmando que a dopamina € um forte componente na patogénese do TDAH
(FARAONE et al., 2001).

3.1.4 Comorbidades

O TDAH pode coexistir com varios transtornos psiquiatricos e varios estudos
demonstram uma alta prevaléncia de comorbidades em criancas e adolescentes que
sofrem de TDAH (BIEDERMAN et al., 1998; SPENCER et al., 1999; BIEDERMAN et
al., 2002; BUSCH et al., 2002).

Comorbidades psiquiatricas e disturbios relacionados ao humor, incluindo
dificuldades de aprendizagem e de linguagem, ansiedade, depresséo e transtorno
de conduta, sdo comuns entre as criangas com TDAH e podem levar a um fraco
desempenho escolar, delinquéncia e dificuldade de relacionamento com colegas e
familiares (PLISZKA, 1998; SPENCER et al., 1999; KESSLER et al., 2005).

As comorbidades mais presentes em adultos com TDAH sao os transtornos
de ansiedade, humor (depressdo maior e bipolaridade), explosivo intermitente, de
personalidade anti-social, opositor desafiante, de conduta, de abuso ou dependéncia

de substancia e a Sindrome de Tourette, resultando numa significante perda de
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produtividade, altas taxas de desemprego, baixo nivel socioecondmico e
dificuldade em manter as relagdes sociais (BIEDERMAN et al, 2006; KESSLER et al,
2006; HODGKINS et al, 2011).

3.2 Tratamento

Atualmente o tratamento do TDAH requer uma abordagem multidisciplinar,
envolvendo tratamento farmacoldgico e psicoterapico com a participagdo de
multiplos agentes sociais como pais, outros familiares, educadores, profissionais de
saude e da prépria crianga, além de um acompanhamento que otimize a eficacia do
tratamento (VIERHILE et al., 2009; AAP, 2011). Muitas das diferentes intervengdes
nao farmacoldgicas tém demonstrado algum beneficio aos pacientes com TDAH,
mas geralmente ndo séo suficientes para controlar completamente os sintomas na
maioria dos pacientes (VIERHILE et al., 2009).

Os farmacos utilizados atualmente no tratamento no TDAH estéo divididos em
duas categorias principais: estimulantes e nao estimulantes. Os farmacos
estimulantes foram a primeira classe de compostos eficazes para tratar os disturbios
comportamentais apresentados em criancas portadoras de TDAH e séao
considerados os mais efetivos no tratamento deste disturbio (GABBARD, 2009;
VIERHILE et al., 2009). Na Tabela 1 estdo descritos os farmacos utilizados de cada
categoria (GABBARD, 2009).
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Tabela 1. Farmacos empregados na farmacoterapia de Transtorno de Déficit de
Atencao/Hiperatividade (Adaptada de GABBARD, 2009).

(A) Estimulantes

- Estimulantes de primeira geracgao (liberagao imediata)
dextro-anfetamina

sais mistos de levo- e dextro-anfetamina

metilfenidato

- Estimulantes de ag¢ao prolongada
dimesilato de lisdexanfetamina
metilfenidato

sais mistos de levo- e dextro-anfetamina

(B) Nao Estimulantes

- Inibidor especifico da recaptagao da norepinefrina (IERN)
atomoxetina

- Antidepressivos triciclicos
Aminas terciarias
imipramina
amitriptilina
clomipramina
Aminas secundarias
desipramina
nortriptilina

- Antidepressivos Inibidores da Monoaminoxidase (IMAOs)
fenilzina

tranilcipromina

selegilina

- Antidepressivo inibidor da recaptagao da norepinefrina e dopamina (IRND)
bupropiona (SR)
bupropiona (XR)

- Antidepressivos inibidores seletivos da recaptacio da serotonina (ISRS)
fluoxetina

paroxetina

sertralina

citalopram

fluvoxamina

- Antidepressivos inibidores seletivos da recaptagcao da serotonina e norepinefrina
(IRSN)
venlafaxina (XR)

- Antidepressivos noraderenérgico e serotonérgico especifico
mirtazapina

- Moduladores noradrenégicos
Agonistas alfa-2

clonidina

guanfacina
Betabloqueadores

propranolol

- Outros farmacos
modafinil
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O tratamento de primeira escolha para TDAH é o uso de medicamentos
estimulantes, como o metilfenidato e dextroanfetamina (DOPHEIDE, 2005; PLISZKA
e AACAP, 2007). Seis em cada oito adolescentes e adultos e pelo menos 80% das
criangas tem respondido bem a estimulantes quando ajustado a dose
adequadamente (PLISZKA et al., 2000; AAP, 2001; GREENHILL et al., 2002).

Atomoxetina e bupropiona sédo considerados farmacos de segunda escolha no
tratamento de TDAH e eles tem se mostrado efetivos em estudos placebo-
controlado (PLISZKA, 2000; CABALLERO e NAHATA, 2003).

Os antidepressivos triciclicos s&o considerados agentes de segunda ou terceira
escolha em funcdo do risco de toxicidade, enquanto que os moduladores
noradrenérgico, clonidina e guanfacina podem ser considerados como quarta linha.
Os moduladores noradrenérgicos também podem ser usados em associagcdo com
outros farmacos por causa da falta de eficacia estabelecida em monoterapia
(PLISZKA, 2000; AAP, 2001).

3.2.1 Histérico das anfetaminas

As anfetaminas sao poderosos estimulantes do sistema nervoso central
(SNC) e foram descobertas por Barger € Dale em 1910 como uma mistura racémica
a-metilfenilamina. Somente em 1927 a anfetamina foi sintetizada pelo quimico GA
Alles como substituto menos dispendioso que a efedrina. Smith, Kline e French
sintetizaram separadamente os dois isdbmeros dextro e levo da anfetamina e em
1937 iniciou a comercializagado de d-anfetamina, o mais potente dos dois isdmeros,

sobre 0 nome comercial de Dexedrine® (HEAL et al., 2013).

As anfetaminas sdo aminas simpatomiméticas de acao indireta mais potentes
sobre o sistema nervoso central (SNC), além das ag¢des a e B periféricas. A
anfetaminas agem sobre o SNC através da liberagdo das aminas biogénicas de seus
locais de armazenamento nas terminacbes nervosas. A anfetamina entra na
terminagcdo nervosa através do transportador de norepinefrina e penetra nas

vesicuals sinapticas via transportador vesicular das nomoaminas, em troca da
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norepinefrina, que se acumula no citosol. Parte da norepinefrina € degradada pela
monoamina-oxidase (MAO) no interior da terminagdo nervosa e parte atua nos
receptores pré-sinapticos. As anfetaminas agem também como substrato competitivo
no transporte das monoaminas enddgenas, reduzindo a recaptura da norepinefrina e
potencializando sua acdo (RANG et al., 2011; WESTFALL, T. C. e WESTFALL, D.
P.; 2012).

Foi Bradley em 1937, que primeiro relatou os efeitos benéficos
da anfetamina no tratamento de criangas com graves problemas comportamentais,
que passariam a ser diagnosticadas como sofrendo de TDAH (APA, 1994). Bradley
tratou 30 individuos durante uma semana, e em cerca de 50% deles observou
notaveis melhorias no desempenho escolar, comportamento e atitude (HEAL et al.,
2013).

Estimulantes est&do disponiveis em formulagdes de curta e longa duragdo. Os
medicamentos estimulantes de agdo prolongada tém por objetivo a redugdo ou
eliminacao da necessidade de multiplas doses diarias, além deste beneficio auxiliam
na melhor aderéncia do paciente ao tratamento e menor potencial de abuso em
comparagao com os seus homoélogos de curta duracdo (BANASCHEWSKI et al.,
2006).

3.3 Dimesilato de lisdexanfetamina

O dimesilato de lisdexanfetamina (LDX) é um pro-farmaco indicado no
tratamento do TDAH. LDX é classificado como estimulante de longa duracédo e
apresenta menor risco de potencial de abuso do que os estimulantes de curta
duragédo (MICKLE et al., 2006). LDX é um pro-farmaco composto de uma molécula
do aminoacido L-lisina e uma d-anfetamina ligados covalentemente, através de uma
ligacdo peptidica. Apdés a administragdo oral, LDX €& clivado, liberando seu
metabdlito ativo, a d-anfetamina (MICKLE et al., 2006).
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3.3.1 Descricao

(BRASIL, 2009; SIGMA-ALDRICH, 2014)

Nome quimico: dimetanosulfonato de (2S)-2,6—diamino—N—[(1S)-1-metil-2—

feniletil] hexanamida

CAS: 608137-33-3

DCB: 09698

Estrutura quimica: ver Figura 1
Férmula molecular: C17H33N307S,

Massa molecular: 455,5898 g/mol

Figura 1. Estrutura quimica do dimesilato de lisdexanfetamina.

CH; O ®

3.3.2 Mecanismo de acao

Como pré-farmaco da dextroanfetamina, depois da absorcdo no trato
gastrintestinal, LDX é convertido primeiramente no sangue em d-anfetamina, que é
responsavel pela atividade farmacolégica. O exato mecanismo de agao de LDX para
tratamento dos sintomas do THDA nao é conhecido. O mecanismo de acdo das

anfetaminas esta descrito no item 3.2.1.
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3.3.3 Propriedades farmacocinéticas

Apo6s a administragdo oral, LDX é absorvido no intestino delgado através de
proteinas de transporte. A natureza exata deste processo, incluindo a sua extensao
e duragao, nao foi determinado (PENNICK, 2010).

Estudos pré-clinicos sugerem que o sangue é o principal local de conversao de
LDX em L-lisina e d-anfetamina, localizando a maior parte deste processo (~ 90%), o
que foi evidenciado a partir do perfil de concentragado-tempo de LDX e d-anfetamina
(BOELLNER et al., 2010).

Os parametros farmacocinéticos apds administragao oral de LDX de 70 mg em
jejum, foram Cpax = 48,0 ng/mL |, tmax = 1,15 h, t12 = 0,41 h , AUC = 59,47 ng.h/mL. E
para o metabdlito ativo d-anfetamina, os parametros farmacocinéticos encontrados
foram Chax = 69,3 ng/mL, thax = 3,78 h, t2 = 9,69 h , AUC = 1020 ng.h/mL
(BOELLNER et al., 2010).

A ingestdo junto a alimentos promove uma absorcdo mais lenta e uma
diminuicdo da Cnax de LDX (tmax = 2,08 h; t12 = 0,63 h; Crax = 26,2 ng/mL; AUC =
53,68 ng.h/mL). Com relacdo a d-anfetamina, os parametros farmacocinéticos
praticamente se mantiveram inalterados no estado alimentado, observando-se
apenas uma leve diminuicdo na concentracdo plasmatica. Estas observacoes
sugerem que a contribuigdo do trato gastrointestinal para a conversdo enzimatica de
LDX €& baixa e que a maioria de conversdao ocorre na circulagdo sistémica
(KRISHNAN e ZHANG, 2008).

Um estudo realizado com 18 criancas por Boellner e colaboradores (2010)
sugere que a AUCy para d-anfetamina foi proporcional a dose, pois os valores
médios de Cnax (DPR) de d-anfetamina liberada apés a administragao de LDX 30,
50, e 70 mg foram 53,2 (18,1), 93,3 (19,5), e 134,0 (19,4) ng/mL, respectivamente e
0 tmax = 3,5 horas.
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3.34 Efeitos adversos

A maioria dos efeitos adversos encontrados durante o tratamento com LDX foi
semelhante aos associados a outros estimulantes de agao prolongada. Diminuigao
do apetite, insbnia, dor abdominal superior e dor de cabeca foram os efeitos
adversos mais comuns encontrados em criancas (BIEDERMAN et al., 2007,
BIEDERMAN et al.,, 2007a; BOELLNER et al., 2010). Em adultos, os efeitos
adversos relatados foram diminuicdo do apetite, boca seca e insénia (ADLER et al.,
2008).

3.35 Abuso

Estudos realizados mostraram que LDX apresenta menor potencial de abuso
do que a d-anfetamina de liberagdo imediata contendo igual quantidade de d-
anfetamina base. LDX nao causa euforia (efeito adverso) quando comparado com d-
anfetamina de liberagc&o imediata (MICKLE et al., 2006).

Jasinski e Krishnan (2009; 2009a) mostraram o menor potencial de abuso do
LDX em dois estudos. O primeiro, um estudo duplo-cego, placebo-controlado, foi
realizado com o objetivo de avaliar a seguranga, tolerabilidade e potencial de abuso
de LDX. Doses intravenosas equivalente a 25 mg e 50 mg de LDX e 10 mg e 20 mg
de sulfato de d-anfetamina foram administradas em adultos sem TDAH e com
historico de abuso de drogas. A dose de 50 mg de LDX apresentou resultados
significativamente semelhantes ao placebo, enquanto que, apés administragao de d-
anfetamina 20 mg, um aumento significativo no escore relacionado com o potencial
de abuso foi observado em comparagédo com o placebo (p < 0,05) (JASINSKI e
KRISHNAN, 2009). O segundo estudo realizado avaliou doses unicas de 50 mg, 100
mg (equivalente a 40 mg de d-anfetamina) e 150 mg de LDX e 40 mg de d-
anfetamina em 36 individuos com histéria de abuso de estimulantes. Os resultados
mostraram que LDX 100 mg apresentou uma resposta atenuada de potencial de

abuso comparado com d-anfetamina 40 mg de liberagdo imediata. A d-anfetamina
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base apresenta uma taxa 50% maior de potencial de abuso comparada com quantia
equivalente d-anfetamina presente em LDX (JASINSKI e KRISHNAN, 2009a).

3.3.6 Determinacdo de LDX

Com relagdo a metodologia analitica envolvendo o farmaco LDX, foram
encontrados artigos cientificos que avaliam o pro-farmaco e seu metabdlito ativo, d-
anfetamina em matriz bioldgica e na sua grande maioria corresponde a estudos de
farmacocinética (BIEDERMAN et al., 2007; KRISHNAN e MONCRIEF, 2007;
KRISHNAN et al.,, 2008; KRISHNAN e ZHANG, 2008; JASINSKI e KRISHNAN,
2009; PENNICK, 2009; BOELLNER et al., 2010; ERMER et al., 2010; PENNICK,
2010; ERMER et al., 2011; ERMER et al., 2011a; ERMER et al., 2011b). Os estudos
nao descrevem os sistemas cromatograficos, apenas o equipamento usado, os ions

monitorados e os limites de detecgao e quantificacéo.

Até o presente momento n&do foram encontrados estudos publicados relativos
as metodologias analiticas para avaliagdo da matéria-prima quanto da forma
farmacéutica capsula do farmaco LDX. Este farmaco também n&o apresenta
monografia em nenhum compéndio oficial, nem estudos de degradacgao forgcada e

método indicativo de estabilidade em presencga de produtos de degradacgéo.

3.4 Validacdo de métodos analiticos

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢gdes quimicas, atraves de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Para garantir que um novo método analitico gere informacgdes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser validado (RIBANI et al.,
2004).

Farmacopéias (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2011; USP 34, 2011), guia
internacional (ICH, 2005) e norma nacional (BRASIL, 2003) demonstram a

importancia da validagdo de métodos analiticos, a aplicagcdo em laboratorios
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analiticos e a documentacdo do trabalho de validacdo, para a obtencdo de

resultados confiaveis e adequados a finalidade de uso.

Segundo ICH (2005), o objetivo do procedimento de validagao é demonstrar
que ele é adequado para o uso pretendido. A validagao € aplicada para analises de
identificacdo, controle de impurezas, doseamento e teste de performance. Para que
um método seja considerado validado alguns parametros devem ser avaliados. Para
os ensaios de doseamento sdo exigidos os parametros de especificidade,
linearidade, exatidao, precisao e robustez. E para avaliagéo do teste de identificagao
o parametro de especificidade € utilizado (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 34, 2011).

3.5 Técnicas analiticas

Uma das tendéncias da analitica quimica € o desenvolvimento de novas
técnicas de analise e métodos hifenados, tais como a combinagdo de cromatografia
liquida e diferentes detectores como espectrometria de massas, detector aerossol
carregado e ressonancia magnética nuclear sdo apenas alguns exemplos. Estas
ferramentas poderosas envolveram um investimento consideravel em instrumentos e
exigem analistas devidamente treinados (TRULLOLS et al., 2004).

3.5.1 Detector de aerossol carregado (DAC)

A utilizacdo da cromatografia liquida com detecgdo de aerossol carregado
(CL-DAC) é relativamente nova, sendo que os primeiros detectores comegaram a
ser comercializados em 2004. No sistema de deteccdo do DAC, a fase movel é
nebulizada por um gas ionizado, normalmente nitrogénio. Apds as gotas maiores
sdao removidas. A fase movel residual é evaporada, resultando em particulas de
tamanho uniforme apds passar pelo tubo de secagem. Concomitante, uma segunda
corrente de gas (nitrogénio) € ionizada positivamente pela alta tensdo do carregador
Corona. Em seguida, as particulas do analito e o gas ionizado colidem numa camara

de mistura, onde a carga é transferida para a particula. Depois de passar por uma
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armadilha de ions para remover o excesso de gas ionizado, ocorre o impacto de
particulas carregadas com o coletor. A carga é entdo transferida e medida por um
eletrémetro sensivel. O sinal apresenta-se em proporc¢ao direta com quantidade de
particulas do analito (DIXON e PETERSON, 2002; GORECKI et al., 2006).

O DAC é considerado um detector universal, tendo como vantagem a
deteccdo de compostos nao volateis e semi-volateis, alta sensibilidade, boa
precisao, facilidade no uso e resposta consistente independente das caracteristicas
quimicas da molécula (VEHOVEC e OBREZA, 2010). O DAC tem sido utilizado na
detecgdo de uma grande quantidade de analitos diferentes (BLAZEWICZ et al.,
2010; HOLZGRABE et al., 2010; MARQUEZ-SILLERO et al., 2010; SHAODONG et
al., 2010; JOSEPH e RUSTUM, 2010; ZHANG et al., 2010).

3.5.2 Detector ultravioleta

O detector mais amplamente empregado na cromatografia liquida € o
ultravioleta (UV). Possui como vantagens a sua alta sensibilidade, ampla faixa de
linearidade, um custo relativamente baixo, facilidade de utilizagdo e o fato de que é
compativel com a maioria dos solventes utilizados como fase moével em modo de
eluicdo isocratico ou gradiente. Possui a desvantagens de detectar apenas
compostos que possuem na sua estrutura grupos cromoforos, na qual absorvem a
luz UV. Apesar desta limitagdo, o numero de compostos que possuem cromoforos é
relativamente alto (VERVOORT et al., 2008).

3.5.3 Espectroscopia de massas

A espectroscopia de massas (EM) é um método analitico de detecgao
bastante especifico e normalmente é acoplado a cromatografia liquida ou gasosa. E
utilizado para determinacdo ou confirmacdo da identidade de farmacos e
metabdlitos, doseamento e determinacdo de impurezas presente em matérias-

primas, medicamentos, fluidos biolégicos, tecidos, entre outros. Também ¢é utilizada
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em controle de poluentes, controle de alimentos, quimica forense, produtos naturais
e monitoramento de processos. Apresenta como limitacdo o alto custo do

equipamento e analistas treinados (WATSON, 2005).

A espectroscopia de massas apresenta como principio de funcionamento a
geracédo em alto vacuo de moléculas ou fragmentos das moléculas carregados na
forma positiva ou negativa. Através de um campo elétrico ou magnético ocorre a
separagdo e a determinagdo da razdo massa/carga das moléculas e seus
fragmentos, que sao detectados em fungado de sua abundancia, resultando em um
espectro de massas (WATSON, 2005; HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

3.54 RMN

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) tem sido
principalmente utilizada para elucidar e confirmar estruturas quimicas. Durante a
ultima década, os métodos de RMN tém sido utilizados para determinar o perfil de
impurezas e caracterizar a composi¢cao de farmacos (HOLZGRABE, 1998). Esta
técnica apresenta vantagens sobre muitas outras técnicas analiticas, pois além de
ser uma técnica nao destrutiva, € possivel obter uma vasta quantidade de
informacdes sobre a estrutura quimica das moléculas em uma unica analise. RMN
apresenta como desvantagem a menor sensibilidade com relagdo a outras técnicas

como, por exemplo, EM.

O espectro de RMN permite identificar esterecisémeros, substancias que sao
completamente idénticas no que diz respeito as suas propriedades quimicas e
fisicas, mas diferentes nas suas férmulas estruturais espaciais. Além disso,
experimentos bidimensionais, RMN 2D, podem ser utilizados quando informacgdes
adicionais sdo necessarias para a elucidacdo da estrutura quimica de diferentes

compostos presentes em uma mistura (CARDOZA et al., 2003).
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3.6 Estudo de estabilidade

Degradagdes quimicas e fisicas de farmacos e medicamentos podem mudar
os seus efeitos farmacoldgicos, resultando em eficacia terapéutica alterada, bem
como podem gerar produtos téxicos. Em fungdo de que os produtos farmacéuticos
sdo usados terapeuticamente com base na sua eficacia e seguranga, os
medicamentos devem ser estaveis e manter a sua qualidade durante todo o seu
prazo de validade. A qualidade dos produtos farmacéuticos deve ser mantida nas
diversas condicdes em que se encontrarem, desde a produg¢do, armazenamento,
transporte, bem como na casa do paciente. Portanto, a compreenséo dos fatores
que alteram a estabilidade dos medicamentos e as formas de garantir a sua
estabilidade sao fundamentais (YOSHIOKA e STELLA, 2002).

O emprego de métodos analiticos indicativos de estabilidade é uma das formas
de garantir a estabilidade de medicamentos. De acordo com o FDA (1987), métodos
indicativos de estabilidade podem ser definidos, como métodos analiticos
quantitativos baseados nas propriedades estruturais, quimicas ou bioldégicas de cada
principio ativo de um medicamento e que podem distinguir cada um dos ingredientes
ativos dos seus produtos de degradagdo, de modo que o teor do ingrediente ativo

pode ser medido com exatidao.

Segundo a Conferéncia Internacional de Harmonizagdo (ICH) estudos de
degradagdao forcada podem ajudar a identificar os provaveis produtos de
degradacao, que por sua vez podem ajudar a estabelecer as vias de degradacéo, a
estabilidade intrinseca da molécula e validar o método indicativo de estabilidade
utilizado. Os estudos de degradacédo forcada devem ser realizados sobre uma
variedade de condi¢gdes, como hidrélise em uma ampla faixa de pH, fotdlise,

oxidagéao, calor seco e umidade (ICH, 2003).

3.7 Fotodegradagéao

A presenca de farmacos no meio ambiente € uma emergente area de pesquisa

principalmente porque o impacto ecoldgico dos farmacos descartados no meio
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ambiente ndo é conhecido (CHRISTENSEN, 1998; BOREEN, 2003). Ha evidéncias
da presenca de mais de 160 farmacos diferentes no ambiente aquatico, como
efluentes, em agua de superficie, agua do mar, agua subterranea e agua potavel
(KUMMERER, 2010). Degradacéo fotoquimica pode ser considerada a principal via
de degradagédo desses compostos nas aguas de superficie e pode ser utilizada
como uma forma de diminuir as suas concentracbées no meio ambiente ou remové-
los totalmente e, assim, reduzir o seu potencial de impacto na saude humana e na
vida aquatica (BOREEN, 2003; SIRTORI, 2010).

A cinética de degradacdo corresponde a velocidade com que ocorre as
reacoes de degradacdo do farmaco. A cinética de degradagdo ocorre com
velocidade definida e as reag¢des sédo de natureza quimica. Os principais fatores que
influenciam a velocidade de degradacdo sdo a concentragdo dos reagentes,
temperatura, pH, radiagdes e catalise (NUDELMAN, 1975).
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41 Introducao

Substancias quimicas de referéncia (SQR) sdo importantes no controle de
qualidade de farmacos e sao amplamente utilizadas para analise qualitativa e
quantitativa de medicamentos. O grau de pureza de substancias quimicas de
referéncia deve ser elevado e exato, uma vez que é utilizado como parametro de
comparagao (WHO, 2006), por isso, a pureza da SQR deve ser rigorosamente
determinada. O valor medido deve ser a melhor estimativa do valor verdadeiro
quando a SQR é determinada por meio de métodos quimicos. O desvio entre o valor
medido e o valor verdadeiro ndo deve ser maior do que a incerteza do método de
analise (LIU e HU, 2007).

N&o existe no Brasil a SQR de dimesilato de lisdexanfetamina (LDX), logo
para a sua aquisicao seria necessario recorrer ao mercado internacional. Como LDX
€ um farmaco da lista A3 (substancias entorpecentes) da Portaria SVS/MS 344 de
12 de maio de 1998, a obtengao de um padrao farmacopeico ou, neste caso, de uma
SQR nao compendial seria de extrema dificuldade, devido ao alto custo, morosidade
e necessidade de aprovacgao de diferentes 6rgéos regulatorios (BRASIL, 1998). Em
funcdo disso, optou-se pela obtencdo da SQR de LDX através da forma

farmacéutica.

A adequacao de uma substancia para a utilizagdo como SQR requer uma
avaliagdo cuidadosa. E necessario considerar todos os resultados obtidos a partir de
uma grande variedade de métodos analiticos. Estes dados quando tomados em
conjunto irdo assegurar que a substancia € adequada para o uso pretendido. A
extensdo das analises requeridas depende do propdsito para o qual a SQR sera

empregada e pode envolver uma série de laboratérios independentes (WHO, 2006).

A SQR de LDX utilizada nesta dissertacdo foi purificada da forma
farmacéutica e identificada por espectroscopia na regido do infravermelho (IV),
ressonancia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas (EM). O teor da
SQR foi obtido por balango de massas.
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4.2 Purificagdao da SQR

A SQR de LDX foi obtida pela purificagao do farmaco presente na sua forma

farmacéutica.

421 Procedéncia da SQR

LDX capsula 70 mg, de nhome comercial Venvanse® foi adquirido em farmacia
do comércio local. A forma farmacéutica apresentava o lote 3096430A e validade
11/2013. Cada capsula de Venvanse®, de acordo com a bula deveria conter: 70 mg
de dimesilato de lisdexanfetamina, excipientes do conteudo da capsula (celulose
microcristalina, croscarmelose sodica e estearato de magnésio) e excipientes do
envolucro da capsula (gelatina, diéxido de titanio, corantes FD&C Red n° 3, FD&C

Yellow n° 6).

4 2.2 Materiais e métodos

Para a realizagao da purificacdo de LDX utilizou-se a técnica de cristalizagao
adaptada. Separou-se 28 capsulas da forma farmacéutica, retirou-se o conteudo de
cada capsula, e pesou-se cerca de 5 g da amostra e adicionou-se 75 mL de metanol
misturando com um bastdo de vidro. A mistura foi mantida por 15 minutos em
ultrassom. A solucéo foi filtrada a temperatura ambiente em membrana de poliamida
(0,45 um), sob vacuo, e transferida para um baldao de fundo cénico. O solvente foi
evaporado em evaporador rotatério (modelo Laborota 40000B, marca Heidolph,
Alemanha) a baixa pressdo. O processo foi realizado novamente com o residuo
obtido, dissolvendo esta vez em 20 mL de metanol. Apéds, o sdlido obtido foi seco em
estufa a vacuo (modelo TE-395, marca Tecnal, Brasil), 60 °C, sob vacuo (- 500

mmHgq), por 6 horas.
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4.2.3 Resultados e discussao
4.2.3.1 Desenvolvimento do método de purificacdo de LDX

O método mais comum de purificagdo de compostos organicos € a
cristalizagcao, por ser a mais simples e mais efetiva técnica de purificacao de solidos
organicos. O processo envolve os estagios de dissolugédo, filtracdo, cristalizacédo e
secagem dos cristais. A cristalizagcdo baseia-se na diferenga de solubilidade entre a
substancia desejada e seus contaminantes, num solvente adequado a uma dada
temperatura (HARWOOD et al., 1999; PAVIA et al., 2007; MARQUES e BORGES,
2012)

O primeiro ponto a ser avaliado é a escolha do solvente. O solvente ideal para
a cristalizacdo nao deve reagir com o composto, deve ser altamente volatil, ou seja,
de facil remocéao, nao téxico e nao inflamavel (HARWOOD et al., 1999; PAVIA et al.,
2007; MARQUES e BORGES, 2012). A escolha do solvente foi determinada a partir
das seguintes premissas: LDX deveria ser muito soluvel no solvente e as impurezas
pouco soluveis. Como LDX é uma amina polar, com uma grande solubilidade em
agua (792 mg/mL), e os excipientes, celulose microcristalina, croscarmelose sédica e
estearato de magnésio apresentam baixa solubilidade em agua (Tabela 2), o metanol

foi escolhido por ter uma alta polaridade e um baixo ponto de ebuligao.
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Tabela 2. Solubilidade dos excipientes presentes na forma farmacéutica de LDX.

Excipiente

Solubilidade

celulose microcristalina

Ligeiramente soluvel em 5% (p/v) de solugdo de

hidroxido de sodio;
Praticamente insoluvel em agua;

Dilui-se em acidos e a maior parte dos solventes

organicos.

croscarmelose sddica

Insoluvel em agua;

Praticamente insoluvel em acetona, etanol e tolueno.

estearato de magnésio

Praticamente insoluvel em etanol, etanol (95%), éter e

agua;

Ligeiramente soluvel em benzeno quente e etanol
quente (95%).

Fonte: ROWE et al., 2006.

O processo foi realizado em temperatura ambiente, pois desta forma foi

possivel obter a completa solubilizagdo de LDX e evitar a dissolugdo dos excipientes.

Foi realizada uma recristalizacdo para obter uma SQR de LDX com a maior pureza

possivel. O rendimento obtido foi de 88,01%.

4.3 Caracterizagao de LDX candidato a SQR

4.3.1 Identificacao da substancia quimica de referéncia

4.3.1.1 Espectroscopia na regiédo do infravermelho (IV)

A espectroscopia no IV é uma técnica analitica que fornece informagdes

estruturais de uma molécula, pois quase todos os compostos que apresentem
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ligacdes covalentes, organicos ou inorganicos, absorvem a radiagéo eletromagnética
nesta regido do espectro. A faixa do espectro de IV situa-se entre as regides do
visivel e microondas, e a faixa mais usual na quimica organica encontra-se entre
4000 cm™ (alta frequéncia) e 400 cm™ (baixa frequéncia). Vibracdes e rotacdes
moleculares podem ser excitadas pela absorcdo da radiacdo nesta regido do
espectro eletromagnético em intensidade superior a regido do visivel. Muitos grupos
funcionais em moléculas organicas apresentam vibragdes caracteristicas que
correspondem a bandas de absor¢ao em regides definidas do espectro de IV. Assim,
os grupos funcionais podem ser identificados por suas bandas de absorgéo
caracteristicas. A identificacdo de uma substancia é realizada através da analise
detalhada do espectro, comparando o espectro obtido com espectros de bancos de
dados e tabelas de correlacao (PAVIA et al., 2007; HESSE et al., 2008).

A espectroscopia na regido do IV é largamente utilizada na analise de
farmacos. Os principais usos encontram-se na identificacdo de farmacos em
materias-primas e em medicamentos, caracterizagdo de amostras e deteccdo de
polimorfos. Porém, esta técnica apresenta algumas limitagdes quanto a complexidade
de preparacdo de amostras para quantificacdo e a falta de sensibilidade na deteccgao
de impurezas (WATSON, 2005). A espectroscopia na regido do IV foi utilizada para a
caracterizacédo de LDX SQR.

43.1.1.1 Materiais e métodos

A analise de LDX candidato a SQR por espectroscopia no IV foi realizada por
refletancia total atenuada (ATR) através da leitura direta, utilizando uma faixa de
varredura de 4000 a 600 cm™. O equipamento utilizado foi um espectrofotémetro
FTIR da marca Shimadzu, modelo 8001.
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4.3.1.1.2 Resultados e discussao

O espectro de IV obtido para LDX candidato a SQR, mostrado na Figura 2,
apresenta bandas de absorgido caracteristicas dos grupamentos apresentados na
estrutura quimica da molécula, listados na Tabela 3. Através do espectro foi possivel
caracterizar cinco grupamentos importantes para identificagdo de LDX: banda da
amida secundaria, carbonila da amida, deformagéo angular de N-H e estiramento C-
N de amida secundaria, sais de amina primaria e o dimesilato através vibragdes
simétrica e assimétrica do mesilato. Sais de amina primaria, (formados através de
ligacdes ibnicas com mesilato) sdo caracterizados por uma banda intensa e larga
entre 3200 a 2800 cm™, devido ao estiramento assimétrico e simétrico de NH;"
(COLTHUP et al., 1990; MARGARETA e MATEESCU, 1972).

Nao foi encontrado na literatura pesquisada o espectro de IV de LDX, mas foi
possivel identificar as possiveis bandas referentes aos principais grupamentos da

molécula com o auxilio de tabelas de correlacao presente nas referéncias citadas.

Figura 2. Espectro de infravermelho de LDX candidato a SQR.
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Tabela 3. Principais bandas de absor¢do de LDX candidato a SQR no IV e suas
atribuigdes.

Frequéncia (cm™) Atribuicao
3314 Deformacgao axial de N-H de amida secundaria
3200 - 2800 Sais de amina primaria
1654 Deformacéao axial de carbonila (C=0) de amida

Deformacao angular de N-H e estiramento C-N de
1546 / 1512 . .
amida secundaria

1186 / 1039 Vibragdes simétrica e assimétrica, respectivamente, do
derivado do acido sulfénico - CH3SO3H (mesilato)

Fonte: MARGARETA e MATEESCU, 1972; COLTHUP et al., 1990; SILVERSTEIN
et al., 2007.

4.3.1.2 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

A RMN é uma ferramenta analitica que permite a visualizagdo de atomos e
moléculas em solugdo ou em estado sélido. E uma técnica ndo-destrutiva e permite
a elucidagao da estrutura e quantificagdo simultaneamente. Os espectros de RMN
fornecem informacgdes detalhadas da estrutura configuracional e conformacional da
molécula (BALCI, 2005; HOLZGRABE et al., 2008).

A RMN baseia-se nas transi¢des entre niveis de energia de um nucleo com
spin nuclear exposto a um campo magnético (Bo). Atomos como o 'H, *C, °N, "F,
3P, entre outros, que apresentam nlcleos com nimero quantico de spin nuclear (N
diferente de zero, sofrem este fendbmeno. A blindagem magnética nuclear, originada
da circulacédo de elétrons em torno do nucleo, estabelece diferencas entre nucleos
de mesma natureza em ambientes quimicos diferentes. Um sinal de radiofrequéncia
ao ser emitido, responsavel por um segundo campo magnético (B1), gera valores de

AE referente as transicbes dos nucleos. Os valores de AE sdo convertidos em
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deslocamentos quimicos e sdo apresentados em um espectro. Cada nucleo

apresentara um deslocamento quimico diferente (URSINI, 1997; BALCI, 2005).

RMN de 'H e C, chamados de RMN 1D, foram os primeiros a serem
descobertos e sao os mais comumente utilizados na identificacdo de farmacos. Os
deslocamentos quimicos dos prétons e carbonos permitem determinar sua posicao

na estrutura quimica da molécula (BALCI, 2005).

O chamado espectro de RMN 2D é um grafico de 3 dimensbdes que nos
permite avaliar as correlagdes entre H-H, H-C ou outro nucleo. Em RMN medem-se
as constantes de acoplamento (J) entre nucleos, que pode ser de curta ou longa
distancia. Quando este acoplamento ocorre entre nucleos do mesmo tipo é chamado
acoplamento homonuclear, como por exemplo, COSY (correlation spectroscopy) e
quando este acoplamento ocorre entre dois tipos diferentes de nucleos € chamado
acoplamento heteronuclear, como exemplo temos HETCOR (heteronuclear
correlation), HSQC (heteronuclear single quantum coherence) e HMBC
(heteronuclear multi bond correlation). HMBC é um RMN 2D usado para
correlacionar sinais de atomos de 'H e sinais de atomos de '*C separados por
ligacbes multiplas, geralmente 2 ou 3 (SILVERSTEIN et al., 2007).

RMN foi utilizado para determinar a identidade de LDX candidato a SQR.

4.3.1.21 Materiais e métodos

Os espectros de RMN foram realizados a partir de uma amostra preparada
com 20 mg de LDX candidato a SQR em 0,5 mL de solvente dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-Dg). A amostra foi transferida para tubo de vidro para RMN (0,5

cm x 18 cm).

Foram utilizados os espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear
Bruker Avance Ill 400 e Bruker Avance Ill 600. A avaliagao dos dados foi realizada

através do software Bruker-Topspin, versdao 3.0. As especificacbes dos
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experimentos de RMN de 'H e "*C estédo descritas nas Figuras 4.2 e 4.3. As analises

foram realizadas no Instituto de Quimica da Unicamp, Campinas, SP.

Os espectros de RMN 1-D de 'H e *C, juntamente com a analise RMN 2D de

HMBC foram utilizadas para a identificagao de LDX candidato a SQR.

4.3.1.2.2 Resultados e discussao

A analise dos espectros RMN 1D ('"H e *C) e RMN 2D (HSQC e HMBC)
permitiu realizar as atribuicdes dos hidrogénios e carbonos de LDX candidato a
SQR. As Figuras 3 e 4 apresentam os espectros de RMN de 'H e *C de LDX
candidato a SQR, respectivamente, assim como as suas atribuicbes dos

deslocamentos quimicos.

As correlagdes entre carbonos e hidrogénios podem ser vistas nas Figuras 5
e 6. A combinagcdo de todas as informacbdes confirmou a identidade de LDX
candidato a SQR.
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Figura 3. Espectro de RMN de 1H de LDX candidato a SQR e atribuigbes dos deslocamentos quimicos.
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Figura 4. Espectro de RMN de 13C de LDX candidato a SQR e atribuigdes dos deslocamentos quimicos.
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Figura 5. HMBC de LDX candidato a SQR
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Figura 6. HSQC de LDX candidato a SQR.
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4.3.1.3 Espectrometria de massas (EM)

Espectrometria de massas (EM) difere de outras técnicas como
espectroscopia no IV e RMN por ndo absorver radiagdo do espectro
eletromagnético, mas apresenta especificidade na identificagdo de compostos
comparaveis a estas técnicas. A espectrometria de massas € um método destrutivo,
isto é, a amostra ndo pode ser recuperada apos a analise. Por outro lado, a EM é
altamente sensivel, fornece um grande numero de informagdes sobre a estrutura do

analito e requer menor quantidade de amostra que o IV ou RMN (SMITH, 2004).

EM baseia-se na producdo de ions de analito, ou seja, na deteccdo dos
valores da relagdo massa / carga (m/z). Consequentemente, em nivel instrumental
trés componentes sdo essenciais para realizar o experimento de EM: (i) fonte de
ions, (ii) analisador de massa, e (iii) detector (TRALDI et al., 2006).

O analisador de tempo de vbo (ATV), também conhecido como Time-of-Flight
Analiser (TOF), € um analisador de massas bastante utilizado na identificacédo de
compostos. A separagdo de ions no ATV baseia-se no principio de que os ions
produzidos na fonte de ionizacdo do espectrometro sao acelerados através de um
“tubo de v60” para serem identificados. E dada a mesma energia inicial aos ions e
estes apresentarao velocidades diferentes proporcionais aos seus valores de
massal/carga (m/z). ATV permite determinar a composi¢do elementar dos analitos
com bastante exatidao, pois obtém a massa dos compostos com 4 casas apds a
virgula (SMITH, 2004; CHIARADIA et al., 2008).

A espectrometria de massas do tipo ATV acoplada a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CL-Q-ATV) foi utilizada para determinar a identidade de LDX
candidato a SQR.

4.3.1.3.1 Materiais e métodos

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo a liquido da

marca Agilent Technologies, modelo 1260 Infinity, acoplado a um espectrometro de
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massas hibrido quadrupolo Q-TOF ABSCIEX TripleTOF 5600 (CL-Q-ATV). A analise
cromatografica foi realizada usando uma coluna Thermo Hypersil GOLD HILIC (150
mm X 2,1 mm x 5 um), em modo de eluicdo gradiente, conforme Tabela 4. Para
todas as analises, o volume de amostra foi de 10 pL e o fluxo de fase movel foi de
300 pL/min. A amostra foi preparada na concentracdo de 1 ppm em acetonitrila. O
tempo de equilibrio entre corridas foi de 6 min com 5% da fase A. A Tabela 5

apresenta os parametros e as condigdes utilizadas no CL-Q-ATV.

As analises foram realizadas no Laboratério Nacional Agropecuario
(LANAGRO), Porto Alegre, RS.

Tabela 4. Gradiente da fase movel do sistema cromatografico utilizado para
identificacdo de LDX candidato a SQR por CL-Q-ATV.

Tempo (min) A (%) B (%)
0 5 95
1 5 95
4 80 20
7 80 20
8 5 95
10 5 95

A: formato de aménio 10 mM, com adig¢ao de 0,1% acido férmico.
B: acetonitrila, com adicéo de 0,1% acido férmico.
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Tabela 5. Parametros e condi¢des de analise do espectrometro de massas (CL-Q-
ATV).

MS conditions MS/MS conditions
GS1 50 (psi) DP 60 (V)
GS2 50 (psi) CE 35 (eV)
CUR 15 (psi) CES 15 (eV)
TEM 400 (°C) Mass range 100 - 1000 (Da)
IS 4500 (V) High resolution mode
0.1 (s)
DP 60 (V) Accumulation time
CE 10 (eV) lonization
Mass range 100 - 1000 (Da) ESI+

Accumulation time 0.5s

4.3.1.3.2 Resultados e discussao

A analise por CL-Q-TOF permitiu identificar o ion molecular (IM) de LDX com
uma exatidao de 4 casas (m/z 264,2077) e um erro de 2,6 ppm, dentro do ideal que
€ de 5 ppm (Figura 7 e Tabela 6). Os ions produzidos (product-ion) a partir da
fragmentacdo do IM de LDX foram elucidados e permitiram confirmar a identidade
de LDX candidato a SQR.
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Tabela 6. Interpretacéo do espectro de Q-ATV de LDX candidato a SQR.

Massa
Composto Massa
i encontrada . Erro
Experimento ] sugerido tedrica DBE
para o ion (ion) y (ppm)
(m/2) (m/z)
[LDX + H]"
Q-ATV 264,2077 264,2070 2,6 5
C15H26N30
product-ion 247,1807 C15H23N20 247,1805 0,8 6
product-ion 230,1529 C15H2oNO 230,1539 -4,3 7
product-ion 136,1114 CoHusN 136,1121 -5,1 4
product-ion 129,1029 CsH13N20 129,1022 54 2
product-ion 119,0855 CoH11 119,0855 0 5

DBE: double bound equivalent (nimero de insaturacdes e anéis).
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Figura 7. Espectro de Q-ATV de LDX candidato a SQR e elucidagao dos seus fragmentos mais abundantes.
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4.3.2 Ensaio de pureza da SQR

A definicdo de doseamento (assay) segundo o guia do ICH é a seguinte:
‘Doseamento: aquele que fornece um resultado exato na qual permite uma

declaragéo exata do conteudo ou poténcia do analito na amostra" (ICH, 2005).

A escolha dos métodos analiticos a serem empregados na analise de uma
substancia quimica de referéncia deve ser considerada em relacdo ao uso
pretendido (WHO, 1999). A Farmacopeia Americana (USP) apresenta trés
abordagens para avaliar a pureza de um candidato a material de referéncia: (I)
analise de grupo funcional, por exemplo, titulagdo, que € um método exato e preciso,
nao necessita de padrdo, mas € um método n&o seletivo; (Il) ensaio frente a outro
padrao, considerado método seletivo; (lll) balango de massas, apresenta uma baixa
porcentagem de erro e pode ser utilizado quando a SQR nao esta disponivel
(WILLIAMS, 2006).

O método mais comumente empregado para avaliar a pureza das SQR pela
USP ¢é o balango de massas (WILLIAMS, 2006). A Farmacopeia Internacional e a
Farmacopeia Europeia também tem adotado o balango de massas para o
estabelecimento de SQR e a Organizagdo Mundial da Saude (WHO) tem
recomendado seu uso em suas guias (LIU e HU, 2007; MA et al., 2009). Em fungao

disto, esta metodologia foi escolhida para avaliar a pureza de LDX candidato a SQR.

O balango de massa é um processo indireto para a atribuicdo de pureza por
determinacao do peso (%) de todas as espécies nao relacionadas, tais como os
solventes residuais, materiais inorganicos, agua e impurezas organicas (HUANG,
2014). O método de balango de massa € determinado subtraindo a soma de todas
as impurezas (volateis, organicas e inorganicas) de 100%. A CLAE acoplada a
detectores de ultravioleta (UV) e aerossol carregado (DAC) permite determinar as
impurezas organicas utilizando o método de normalizagédo de areas. Neste caso,
considera-se a soma das areas do farmaco e das impurezas igual a 100 %. As
impurezas volateis como umidade e solventes residuais sdo determinados atraves
da técnica de perda por dessecagao, quando possivel, ou titulagdo de agua (Karl-
Fischer) e cromatografia gasosa para os solventes residuais. As impurezas
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inorganicas sao quantificadas pela técnica de residuo de ignigédo (cinzas sulfatadas)
(GOROG, 2008; LIU e HU, 2007; MA et al., 2009).

4.3.2.1 Determinagao de residuo de igni¢cao (cinzas sulfatadas)

Cinzas sulfatadas correspondem ao residuo n&o volatil a incineracdo na
presenga de acido sulfurico. O ensaio tem por objetivo determinar o teor de

impurezas inorganicas presentes em substancias organicas (FB 5, 2010).

4.3.2.1.1 Materiais e métodos

Pesou-se exatamente cerca de 0,2 g de amostra de LDX candidato a SQR,
previamente dessecada, em cadinho de porcelana previamente calcinado e tarado.
Adicionou-se 1 mL de acido sulfurico e aqueceu-se em bico de Bunsen até completa
carbonizacgao. Esfriou-se e adicionou-se mais 1 mL de acido sulfurico para umedecer
o residuo, e aqueceu-se em bico de Bunsen até completa carbonizacdo. Em
seguida, incinerou-se em forno de mufla a 600 °C por 3 h. O cadinho foi colocado
em dessecador para esfriar, pesou-se e incinerou-se em forno de mufla a 600 °C por

mais 30 min até verificar peso constante.

4.3.2.1.2 Resultados e discussao

A técnica utilizada foi a descrita na Farmacopéia Brasileira, 5% edigao (FB 5),
com modificacdo da quantidade utilizada em funcdo da quantidade de SQR

disponivel para a realizagao do teste.

O valor encontrado de substancias inorganicas presente em LDX candidato a
SQR foi de 0,2 %. Considerando que o LDX nao possui monografia em compéndio
oficial e que é um derivado anfetaminico, comparou-se a porcentagem encontrada

para LDX candidato a SQR com o valor especificado de cinzas sulfatadas para
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sulfato de anfetamina, segundo a USP 34 (2011), que estipula um maximo de 0,2 %
em relacdo a substancia dessecada. Pode-se assim sugerir que a amostra de LDX

candidato a SQR apresenta um teor de substancias inorganicas aceitavel.

4.3.2.2 Perda por dessecagao

O ensaio de perda por dessecagéo tem por objetivo determinar a quantidade

de substancias volateis de qualquer natureza (FB 5, 2010).

4.3.2.2.1 Materiais e métodos

Pesou-se, exatamente, cerca de 0,3 g de LDX candidato a SQR em pesa-filtro
previamente dessecado (30 min em estufa a 105 °C) e pesado. Colocou-se o pesa-
filtro contendo a amostra na estufa a 105 °C até peso constante. Apos resfriamento

em dessecador, o mesmo foi pesado.

4.3.2.2.2 Resultados e discussao

A técnica utilizada foi a descrita na FB 5, com modificacdo da massa pesada

em fungado da quantidade de SQR disponivel para a realizacéo do teste.

O teor de umidade encontrado para LDX candidato a SQR foi de 0,06 %.
Quando este resultado foi comparado com a especificacdo do sulfato de anfetamina,
observou-se que o teor de compostos volateis da LDX candidato a SQR esta abaixo

da faixa especificada pela USP 34 (2011), que € de no maximo 1,0 %.

4.3.2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV-DAC)

A CLAE acoplada aos detectores de UV e DAC foi utilizada para determinar

as impurezas organicas.
89



CAPITULO |

4.3.2.3.1 Materiais e métodos

Um cromatografo liquido SHIMADZU (Kyoto, Japan), equipado com bomba
LC-20AT, desgaseificador DGU-14A, central de controle SCL-10AVP, detector UV
SPD-10A, detector DAC, ESA Bioscience, Inc. (Chelmsford, MA, USA) e injetor
manual RHEODYNE, 7725i, com loop de 20 pL foi utilizado na realizacdo das
analises. A aquisicdo e analise de dados foram realizadas através do software

Chromeleon 6.8 (Dionex Corporation).

As analises foram realizadas utilizando uma coluna Zorbax CN, 250 mm x 4.6
mm, 5 ym (Agilent Technologies, USA), em modo de elui¢&do isocratico constituido
por formato de aménio 20 mM pH 4,0 e acetonitrila (50:50, v/v), fluxo de 1,0 mL/min
a temperatura ambiente. Foram realizadas injegdes de 20 pyl de uma solugao
contendo 1 mg/mL de LDX candidato a SQR diluida em metanol, com tempo de
corrida de 3 vezes o tempo de retengdo de LDX (15 minutos). O comprimento de

onda fixado para o detector UV foi 207 nm.

4.3.2.3.2 Resultados e discussao

A Figura 8 mostra o cromatograma obtido por CLAE-DAC para a amostra de
LDX candidato a SQR e as duas impurezas presentes identificadas como (1) e (2),
com tempos de retengdo de 3,20 min e 3,48 min, respectivamente. O calculo das
impurezas organicas foi realizado utilizando a normalizacédo das areas e o valor
encontrado foi de 0,18 %. Os picos em 2,12 min e 2,61 min referem-se ao dimesilato
e ao diluente da amostra (metanol), respectivamente. O cromatograma obtido por

CLAE-UV nao mostrou a presencga de impurezas.
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Figura 8. Cromatograma obtido para LDX candidato a SQR e impurezas por
CLAE-DAC usando coluna CN e fase movel formato de aménio 20 mM pH 4,0
e acetonitrila (50:50, v/v). (1) Dimesilato; (2) Metanol; (3) e (4) Impurezas; (5)
Lisdexanfetamina.
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4.3.2.4 Calculo da pureza de LDX SQR

4.3.2.4.1 Materiais e métodos

O calculo da pureza da amostra pelo método de balango de massas foi
determinado subtraindo a soma de todas as impurezas (volateis, organicas e

inorganicas) de 100%, de acordo com a equagéao abaixo.

Teor (%) =100 — Z% impurezas
=100 — % impurezas volateis - % impurezas inorginica s - % imp urezas organcias

Equacao 4.1
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4.3.2.4.2 Resultados e discussao

Na Tabela 7 estido descritas as impurezas e os valores encontrados, de
acordo com os itens 4.3.2.1, 4.3.2. 2, 4.3.2.3. O valor encontrado para a pureza de
LDX candidato a SQR foi de 99,56 %.

Tabela 7. Teor de LDX candidato a SQR por balango de massas.

Impurezas %

Impurezas orgénicas 0,18
Impurezas inorgénicas 0,20
Impurezas volateis 0,06
Teor LDX SQR 99,56

4.3 Identificagao da forma farmacéutica

A identificacdo de LDX na forma farmacéutica foi realizada por meio de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV e CLAE-DAC) e espectroscopia na

regido do ultravioleta (UV).

LDX capsulas 70 mg, com nome comercial Venvanse®, de lote 3099752A e
validade 05/2014 foram adquiridas em farmacia do comércio local. A composi¢ao das

capsulas esta descrita no item 4.2.1.

4.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

O método anteriormente descrito para avaliacdo de impurezas orgéanicas por
CLAE-UV-DAC (tem 4.3.2.1.3) foi utilizado para identificar LDX na forma

farmacéutica capsula.
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4411 Materiais e métodos

Com relagdo ao método anteriormente descrito, neste ensaio foi utilizada uma
solugdo contendo o equivalente a 100 ug/mL de LDX, preparada a partir das

capsulas.

A identificacao foi realizada através do seu tempo de retengcdo, comparando-se

os tempos de retencdo da SQR e solugdo amostra.

4412 Resultados e discussao

Conforme pode ser visto na Figura 9, pode-se verificar que LDX capsula
apresentou o tempo de retencdo similar ao da solugdo SQR nos dois métodos
CLAE-UV e CLAE-DAC, confirmando a identidade de LDX presente na forma

farmacéutica capsula.
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Figura 9. Cromatogramas obtidos para LDX candidato a SQR. Condigbes
cromatograficas: coluna CN e fase movel formato de aménio 20 mM, pH 4,0 e
acetonitrila (50:50, v/v). (A) CLAE-UV; (B) CLAE-DAC; 1 — LDX SQR; 2 - LDX
capsula.
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4.4.2 Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV)

4.4.2.1 Materiais e métodos

As analises espectroscopicas foram realizadas em espectrofotdbmetro
ultravioleta Shimadzu UV-2600 UV-Vis utilizando cubetas de quartzo de 10 mm de
persurso optico e as leituras foram realizadas entre 200 e 400 nm. A aquisicéo e

analise de dados foram realizadas através do software UV Probe, versao 2.42.

Foram obtidos os espectros de absor¢do molecular na regido do UV da
solugdo SQR e da solugédo amostra de LDX, na concentragdo de 100 pg/mL diluidas
em metanol. Utilizou-se metanol como branco. A solugao amostra foi filtrada em filtro

de 0,45 uym apds a primeira diluigao.

4422 Resultados e discussao

Os espectros obtidos para a solugdo SQR e a solugdo amostra estao
apresentados na Figura 10. A forma farmacéutica apresentou perfil de absorgao
semelhante ao da SRQ e ambas as solu¢des apresentaram os maximos e minimos
de absorcdo nos mesmos comprimentos de onda. As solucbes apresentaram

maximos de absorgdo em 264 nm, 258 nm, 253 nm e 207 nm (Amax)-

Pode-se concluir que a espectroscopia na regiao do UV é util para avaliar a
identidade de LDX presente na forma farmacéutica capsula, pois permitiu a

confirmacéo da sua identidade.
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Figura 10. Espectros na regidao do UV da solugdo SQR (A) e da solugdo amostra
LDX capsula (B).
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4.5 Conclusoes

A identificagdo de LDX SQR foi realizada por espectrometria nas regides do

IV, RMN e EM, sendo possivel confirmar a identidade da amostra.

Segundo a WHO (2006), as SQR utilizadas em doseamento devem possuir
um alto grau de pureza e determina como um principio orientador que um grau de
pureza de 99,5% ou superior é desejavel, calculado como base anidra. A pureza de
LDX SQR determinada pelo método de balanco de massas foi de 99,56% e pode ser

considerada satisfatoria de acordo com a WHO.

ApOs as analises de caracterizacdo de LDX candidato a SQR através de um
conjunto de testes de identificagdo e de determinagdo do teor, pode-se considerar
que os resultados obtidos sdo adequados aos objetivos pretendidos e permitem o

emprego de LDX como SQR.

A identificacdo do farmaco na forma farmacéutica foi assegurada através da

realizacédo das analises por espectroscopia na regido do UV e por CLAE.

97



CAPITULO |

4.6 Referéncias

BALCI, M. Basic 1H- and 13C-NMR Spectroscopy. 1% ed. Hardbound: Elsevier
Science, 2005, 430 p.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Portaria n°
344 de 12 de maio de 1998. Regulamento Técnico sobre substancias e
medicamentos sujeitos a controle especial. In: Diario Oficial da Uniao, Brasilia,
1998.

CHIARADIA, M. C.; COLLINS, C. H.; JARDIM, I. C. S. F. O estado da arte da
cromatografia associada a espectrometria de massas acoplada a espectrometria de
massas na analise de compostos téxicos em alimentos. Quimica Nova, v. 31, n. 3,
p. 623-636, 2008.

COLTHUP, N. B.; DALY, L. H.; WIBERLEY, S. E. Introduction to infrared and
Raman Spectroscopy. 3" ed. San Diego: Academic Press, 1990, p. 343, 375.

FB 5. FARMACOPEIA BRASILEIRA 5. ed. S&o Paulo: Atheneu, 2010.

GOROG, S. Drug safety, drug quality, drug analysis. Journal of Pharmaceutical
and Biomedical Analysis, v. 48, n. 2, p. 247-253, 2008.

HOLZGRABE, U.; WAWER, |I.; DIEHL, B. editors. NMR Spectroscopy in
Pharmaceutical Analysis. 1° ed. Amsterdam: Elsevier Science, 2008, 528 p.

HARWOOD, L. M.; MOODY, C. J.; PERCY, J. M. Experimental Organic
Chemistry: Standard and Microscale. 2"4 ed. Oxford: Blackwell Science, 1999,
p.131.

HESSE, M.; MEIER, H.; ZEEH, B. Spectroscopic Methods in Organic Chemistry.
2" ed. Stuttgart: Thieme, 2008. cap. 2, p. 33-68.

HUANG, Y.; SU, B-N.; YE Q.; PALANISWAMY, V.A.; BOLGAR, M.S.; RAGLIONE,
T.V. Improving the efficiency of quantitative (1)H NMR: an innovative external
standard—internal reference approach. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis, v. 88, p. 1-6, 2014.

98


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=G%C3%B6r%C3%B6g%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18082992

CAPITULO |

ICH (International Conference on Harmonization). Validation of Analytical Procedure:
Text and Methodology Q2 (R1). ICH Steering Committee, Switzerland, 2005.

LIU, S.; HU, C. Q. A comparative uncertainty study of the calibration of macrolide
antibiotic reference standards using quantitative nuclear magnetic resonance and
mass balance methods. Analytica Chimica Acta, v. 602, n. 1, p. 114-121, 2007.

MA, K.; WANG, H.; ZHAO, M.; XING, J. Purity determination and uncertainty
evaluation of theophylline by mass balance method, high performance liquid
chromatography and differential scanning calorimetry. Analytica Chimica Acta, v.
650, n. 2, p. 227-233, 2009.

MARGARETA, A., MATEESCU, G.D. Infrared Spectroscopy: applications in
organic chemistry. 99 ed. New York: Wiley-Interscience, 1972. 527 p.

MARQUES, J. A; BORGES, C. P. F. Praticas de Quimica Organica, 2. ed.
Campinas: Atomo, 2012, 71-79 p.

PAVIA, D. L.; LAMPMAN, G. M.; KRIZ, G. S.; ENGEL, R. G. Introduction to
Organic Laboratory Techniques: A microscale approach. 4™ ed. Belmont:
Thomson Brooks/Cole, 2007, Part 6, p. 647-668.

ROWE, R. C.; SHESKEY, P. J.; OWEN, S.C. (eds) Handbook of Pharmaceutical
Excipients. 5" ed. Washington London: American Pharmaceutical Association:
Pharmaceutical Press, 2006. p.133, 212, 430.

SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X, KIEMLE, D. J. Identificacdao
Espectrométrica de Compostos Orgéanicos, 7 ed. Rio de Janeiro: LTC, 2007.

SMITH, R.M. Understanding Mass Spectra: A Basic Approach. 2" ed. Wiley-
Interscience: New Jersey, 2004. p. 1, 13.

TRALDI, P.; MAGNO, F.; LAVAGNINI, I.; SERAGLIA, R.; Quantitative Applications
of Mass Spectrometry. 1% ed. Chichester: John Wiley & Sons Ltd, 2006, p. 1

USP 34. The United States Pharmacopeia. 35" ed. Rockville: United States
Pharmacopoeial Convention, 2011.

99


http://www.isbns.net/author/Donald_L_Pavia
http://www.isbns.net/author/Gary_M_Lampman
http://www.isbns.net/author/George_S_Kriz
http://www.isbns.net/author/Randall_G_Engel

CAPITULO |

URSINI, C. V. Ressonancia Magnética Nuclear de Platina-195 em Compostos
Organometalicos. Quimica Nova, v. 20, n. 1, p. 72-82, 1997.

WATSON, D.G. Pharmaceutical Analysis: a textbook for pharmacy students and
pharmaceutical chemists. 2" ed. rev. London: Churchill Livingstone, 2005. 382 p.

WHO (World Health Organization). General guidelines for the establishment,
maintenance and distribution of chemical reference substances. WHO Technical
Report Series, n. 943, Part A, 2006, 65 p.

WHO (World Health Organization). Reference Substances and Infrared Reference
Spectra for Pharmacopoeial Analysis. WHO Technical Report Series, n. 885, Part A,
1999.

WILLIAMS, R. L. Official USP Reference Standards: metrology concepts, overview,
and scientific issues and opportunities. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. v. 40, n. 1, p. 3-15, 2006.

100



5 CAPITULO Il - ARTIGO 1

Development, validation and comparison of two stability-indicating RP-LC
methods using charged aerosol and UV detectors for analysis of
lisdexamfetamine dimesylate in capsules

Artigo submetido ao Journal of Chromatography A




CAPITULO Il - ARTIGO 1

Development, validation and comparison of two stability-indicating RP-LC
methods using charged aerosol and UV detectors for analysis of

lisdexamfetamine dimesylate in capsules

Graciela Carlos?, Eloisa Comiran® Renata Pereira Limberger®’, Ana Maria
Bergold?, Pedro Eduardo Froehlich?

@ Postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences, Faculty of Pharmacy, Federal
University of Rio Grande do Sul, 90610-000 Porto Alegre, RS, Brazil.

Corresponding author. Tel./fax: +55 51 33085313

E-mail address: gracielacarlos@ig.com.br (G. Carlos)

102



CAPITULO Il - ARTIGO 1

Abstract

Two new stability-indicating liquid chromatographic methods using two
detectors, an ultraviolet (UV) and a charged aerosol detector (CAD) simultaneously
connected in series were validated for the assessment of lisdexamfetamine
dimesylate (LDX) in capsule. The method was optimized and the influence of
individual parameters on UV and CAD response and sensitivity was studied.
Chromatography was performed on a Zorbax CN column (250 mm x 4.6 mm, 5 ym)
in an isocratic elution mode, using acetonitrile and 20 mM ammonium formate at pH
4.0 (50:50, v/v) as mobile phase and UV detection at 207 nm. The developed method
was validated according to ICH guidelines and the parameters specificity, limit of
detection, limit of quantitation, linearity, accuracy, precision and robustness were
evaluated. CAD is designated to be a non-linear detector in a wide dynamic range,
however, the method was linear over the concentration range of 70-130 yg mL™ in
both detectors. The method was precise and accurate. Robustness study was
performed by a Plackett—Burman design, delivering results within the acceptable
range. Neither the excipients nor the degradation products showed interference in
the method after studies of specificity as well as under stress conditions. The results
of the LC-UV and LC-CAD methods were statistical compared through ANOVA and
showed no significant difference (p > 0.05). Both proposed methods could be
considered interchangeable and stability-indicating, and can be applied as an

appropriate quality control tool for routine analysis of LDX in capsule.

Keywords: lisdexamfetamine dimesylate, stability-indicating, liquid chromatography,
charged aerosol detector, stress testing, Plackett—Burman
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Abstract

A simple and sensitive stability-indicating LC-MS analytical method was developed
and validated for determination of LDX 70 mg capsule. Assays were performed on an
Agilent HPLC system using a Zorbax CN column and isocratic elution with
acetonitrile and ammonium acetate, 20 mM, pH 4.0, at a flow rate of 1 mL min™. A
quadrupole mass spectrometer, equipped with an electrospray ionization interface,
operated in the positive mode was utilized as detector. The method was validated for
specificity, linearity, precision, accuracy, LOD, LOQ and robustness according ICH
guideline. Calibration curve was linear over the concentration range of 70-130 ng ml”
with correlation coefficient of 0.9999. The accuracy (recovery) of the proposed
method was 101.36% + 0.50 and intra- and inter-day relative standard deviations
were less than 2%. Validation showed that LC-MS method developed provide the
necessary sensitivity, linearity, precision, accuracy and specificity for determination of
LDX in capsules. Neither excipients nor degradation products produced as a result of
stress studies interfered with detection and analysis of lisdexamfetamine dimesylate,
thus this method could be considered stability indicating. LC-MS method was
compared with UV and CAD RP-LC methods previously validated and there is

equivalence in quantification between the methods.

Keywords: lisdexamfetamine dimesylate, stability-indicating, liquid chromatography,

mass spectrometry, stress testing,validation.
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Abstract

Pharmaceutical compounds and metabolites are being found in aquatic
environment and there is the need for studies of photochemical degradation of
contaminants in surface waters as manner as treatment or removal of trace
amounts of active pharmaceutical ingredients (APIs). Photodegradation of
lisdexamfetamine (LDX) in aqueous solution was investigated. It was carried out
through the exposure of the drug in solution to UV radiation in different periods
of time during 48 h. Fragmentation pattern of LDX was established and two
degradation products were identified (DP-01 e DP-02) and structurally
characterized by liquid chromatography coupled to a hybrid quadrupole time-of-
flight electrospray ionization (LC-ESI-QTOF). Photodegradation kinetics of LDX
was determined by liquid chromatography (LC) coupled to charged aerosol
detector (CAD) (r = 0.9960; k = 0.0234 h™"; t,, = 29.67 h) and LC-ESI-QTOF (r =
0.9905; k = 0.0204 h™"; t,, = 33.91 h). LDX was found to be unstable to light
exposure under the evaluated conditions and photochemistry studies allowed
predicting the behavior and environmental persistence of this compound in

surface waters or as an option in wastewater treatment.

Keywords: lisdexamfetamine dimesylate, photochemistry, degradation kinetics,

environmental fate, QTOF, structure elucidation
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Abstract

Lisdexamfetamine dimesylate (LDX), a long-acting prodrug stimulant indicated for the
treatment of the attention-deficit/hyperactivity disorder (ADHD), was subjected to
forced degradation studies by acid and alkaline hydrolysis and the degradation profile
was studied. To obtain between 10-30% of degraded product, acid and alkaline
conditions were assessed with solutions of 0.01 M, 0.1 M, 0.5 M and 1 M of DCI and
NaOD and these solutions were analyzed through NMR spectra 'H, *C, HSQC and
HMBC. LDX was submitted to acid and alkaline hydrolysis 1 M (4 + 12 h) and this
hydrolysis stress condition allowed the identification of one degradation product, a
diastereoisomer of LDX: (2R)-2,6-diamino-N-[(2S)-1-phenylpropan-2-yl] hexanamide.
Acid and alkaline hydrolysis produced, respectively, 17.75% and 22.91% of the (RS)-

isomer of LDX.

Keywords: lisdexamfetamine dimesylate, structure elucidation, NMR, stress testing,

degradation products
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O dimesilato de lisdexanfetamina (LDX) € um pro-farmaco estimulante da
classe das anfetaminas, de longa duragdo e com menor risco de potencial de abuso
e é indicado no tratamento do Transtorno de Déficit de Atencao/Hiperatividade
(TDAH) (MICKLE et al., 2006).

As analises qualitativas e quantitativas do principio ativo, presente no
medicamento, s&o consideradas analises farmacéuticas fundamentais para garantir
a administragdo do medicamento de uma maneira segura e eficaz. Estas
determinacdes requerem uma alta exatidao, precisdo e confiabilidade dos dados
durante a producgado, avaliagdo da estabilidade e previsdo do prazo de validade
(OHANNESIAN e STREETER, 2001). LDX n&o apresenta monografia nos Codigos
Oficiais, logo o desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos para a forma
farmacéutica capsula e estudos preliminares da estabilidade através de estudos de
degradagao forcada visaram fornecer dados nao disponiveis na literatura e constitui-

se parte importante dos objetivos gerais deste trabalho.

Para o desenvolvimento de um método analitico confidvel &€ necessaria a
utilizagcado de substancias quimicas de referéncia (SQR), por isso o grau de pureza
da SQR deve ser elevado e exato (WHO, 2006). Pela dificuldade de obtengdo de um
padrao farmacopeico ou, neste caso, de uma SQR ndo compendial, a SQR de LDX

foi obtida em nosso laboratério através da purificagdo da forma farmacéutica.

A caracterizagao de LDX candidato a SQR foi realizada por IV, RMN de
hidrogénio ('H), carbono ('*C) e de correlacdo (HMBC e HSQC) e CL-Q-ATV. Estas
técnicas permitiram a identificacdo de LDX na amostra canditata a SQR de forma
bastante exata e precisa. O balanco de massas € o método mais comumente
empregado para avaliar a pureza das SQR pela USP (WILLIAMS, 2006), também &
utilizado pela Farmacopeia Internacional e a Farmacopeia Europeia e é
recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO) em seus guias (LIU e HU,
2007; MA et al., 2009). A pureza de LDX candidato a SQR determinada pelo método
de balanco de massas foi de 99,56% e pdde ser considerado satisfatério de acordo
com a WHO (2006), pois esta determina um grau de pureza de 99,5% ou superior,

calculado como base anidra. Os resultados obtidos na caracterizacdo da amostra
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sdo adequados aos objetivos pretendidos e permitiram o emprego desta amostra de
LDX como SQR no desenvolvimento dos métodos analiticos para determinacédo de

LDX na forma farmacéutica e nos estudos preliminares de estabilidade.

A identificacdo de LDX na forma farmacética capsula foi realizada através das
analises por espectroscopia na regido do UV e por CLAE acoplada aos detectores

UV e DAC, baseando-se na comparagao dos resultados obtidos com a SQR.

O desenvolvimento de métodos analiticos deve ter em consideracdo a sua
aplicabilidade, a qualidade nos dados medidos e a confiabilidade estatistica dos
calculos envolvidos (RIBEIRO et al., 2008; ZOONEN et al., 1999). Para garantir que
um novo meétodo analitico gere informagdes confiaveis e interpretaveis sobre a
amostra, ele deve ser validado (RIBANI et al., 2004). Segundo ICH (2005), o objetivo
do procedimento de validacdo é demonstrar que ele € adequado para 0 uso

pretendido.

Um dos objetivos deste estudo foi desenvolver e validar métodos por
cromatografia liquida acoplado a detectores ultravioleta, aerosol carregado e
espectroscopia de massas para determinagdo quantitativa de LDX na forma

farmacéutica capsula.

Os trés detectores, UV, DAC e EM, foram escolhidos para a validagédo de LDX
capsula devido as suas diferentes caracteristicas. O detector UV possui alta
sensibilidade, ampla faixa de linearidade, baixo custo, facilidade de utilizagdo e é
compativel com a maioria dos solventes utilizados como fase mével (VERVOORT et
al.,, 2008). O detector DAC apresenta alta sensibilidade, boa precisdo e né&o
necessita que o analito apresente croméforo, pois a resposta independente das
caracteristicas quimicas da molécula, sendo considerado um detector universal.
(VEHOVEC e OBREZA, 2010). A EM é um método altamente especifico e sensivel
para a determinacdo quantitativa do farmaco na matéria-prima ou na forma
farmacéutica e para confirmacdo da identidade ou da estrutura do farmaco
(WATSON, 2005).
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Os métodos, CL-UV, CL-DAC e CL-EM, desenvolvidos e validados para a
quantificacdo de LDX capsula demonstraram-se especificos, lineares, exatos,
precisos e robustos. Os trés métodos podem ser considerados indicativos de
estabilidade, pois apresentaram a capacidade de determinar o farmaco frente aos
produtos de degradacao obtidos por estudos de degradacdo forgcada. Através de
analise estatistica (ANOVA) pode-se verificar que os métodos sdo intercambiaveis
para o objetivo pretendido. O método CL-EM se mostrou mil vezes mais sensivel
que os métodos CL-UV e CL-DAC e isto se deve ao fato de que a espectroscopia de
massas apresenta-se como uma técnica bastante especifica, boa seletividade e com
um bom limite de deteccdo com relagcdo as outras técnicas (LAVAGNINI, 2006). A
comparagao dos resultados das validacdes para os trés métodos propostos pode ser

visualizada na tabela 8.

Tabela 8. Resultados comparativos da validagdo dos métodos por LC-UV, LC-DAC
e LC-MS.

Método
Parametro

LC-UV LC-DAC LC-MS

Especificidade Sim Sim Sim
70-130 pg/mL 70-130 pg/mL 70-130 ng/mL

Linearidade

(r=0,9999) (r=10,9997) (r=0,9999)
Precisao 0,39% 0,47% 0,10%
Exatidao 100,39 + 0,39% 100,50 + 0,93% 101,36 £ 0,50%
Robustez Sim Sim Sim

A avaliacdo da estabilidade pode ser realizada pelos ensaios de degradagao
forcada ou stress teste, onde sao utilizadas condigcdes mais severas de temperatura,
umidade, oxidagdo e ampla faixa de pH (ICH, 2003; BRASIL, 2013). Os estudos de

degradagao forcada podem ser uteis para auxiliar na identificagdo dos produtos de
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degradacéao, estabelecer os mecanismos de degradagao e a estabilidade intrinseca
da molécula e ajudar no desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade
(ICH, 2003).

Nos estudos de degradacgao forgada realizados, as amostras contendo LDX
foram submetidas a degradacgao térmica, oxidativa, fotélise, hidrolise acida e basica.
Avaliando-se os resultados obtidos foi possivel verificar que o farmaco LDX é estavel
a maioria das condi¢des testadas. A degradagdo do farmaco somente ocorre em
condigdes mais drasticas, quando as condigdes experimentadas foram acrescidas

de calor. Porém, somente o calor nao foi suficiente para degradar LDX.

Quando LDX foi submetida a fotdlise, LDX se mostrou estavel a luz UV-A (352
nm), pois ndo houve degradagao apos 24 h de exposigdo. Sob a incidéncia da luz
UV-C (254 nm) observa-se uma extenséo de degradagao em torno de 22% apds 8 h
de exposi¢ao e 3 picos de degradacado sao visualizados, mostrando que LDX é

sensivel a luz UV-C.

Produtos farmacéuticos sdo considerados uma classe emergente de
contaminantes aquaticos que tém sido cada vez mais detectados em amostras de
campo, como em efluentes liquidos, em aguas de superficie, agua do mar, agua
subterranea e agua potavel (BOREEN et al., 2003; KUMMERER, 2010). A principal
preocupagao em relacdo a produtos farmacéuticos como poluentes é a sua
toxicidade potencial em ecossistemas aquaticos, principalmente porque seus efeitos
nao sao conhecidos (CHRISTENSEN, 1998; JONES et al., 2001; TERNES, 1998).
As fontes, ocorréncia, destino, os efeitos e os riscos de produtos farmacéuticos no
ambiente sdo questbes de importancia crescente (KNAPP et al., 2005; KUMMERER,
2010). Degradacao fotoquimica pode ser considerada a principal via de degradacéao
desses compostos nas aguas de superficie e pode ser um fator central na
determinagao do destino ambiental de farmacos e assim, reduzir o seu potencial de

impacto na saude humana e na vida aquatica (SIRTORI, 2010).

Para compreender o destino do farmaco LDX como contaminante, a
realizacado da cinética de fotodegradacéao foi escolhida para obter conhecimento dos
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mecanismos pelos quais este composto € degradado, incluindo a velocidade a qual

é transformado, bem como as estruturas dos produtos produzidos.

O estudo da cinética de fotodegradagao do farmaco foi realizado em solugao
aquosa porque solventes organicos, principalmente metanol sao foto catalisadores e
podem aumentar a extensdo da degradagcao em fungcédo da producédo de radicais
metoxi (ALSANTE et al, 2007; PAZ, 2006).

A partir dos resultados obtidos foi possivel verificar que LDX apresenta
cinética de primeira ordem nas condigcbes empregadas. Os primeiros sinais de
degradagao ocorrem apds 2 h de exposi¢do a luz UV-C, com uma extensao da
degradagao em torno de 5% e apos 48 h de exposigéo, 68% de LDX foi degradado,
quando as amostras foram analisadas por CL-DAC e 62% quando analisadas por
CL-Q-ATV.

A espectroscopia de massas é uma ferramenta fundamental na determinacao
da pureza do farmaco, na identificagdo de impurezas, tais como subprodutos
gerados na sintese ou produtos da degradacao forgcada (ANTONOVICH & KELLER,
2002; GILLESPIE & WINGER, 2011). Um cromatografo liquido acoplado a um
espectrometro de massas hibrido quadrupolo analisador de tempo de véo (CL-Q-
ATV) foi utilizado para obter informagdes sobre a formula molecular dos produtos de
degradagdo de LDX. Dentre os produtos de degradagdo formados, dois foram
identificados (DP-01 e DP-02). O primeiro produto de degradagao (PD-01)
apresentou ion molecular de m/z 280.2021, com uma férmula molecular definida
como C45H26N302 € 0 segundo produto de degradagédo (PD-02) apresentou ion
molecular de m/z 282.2185, com uma férmula molecular definida como C15H2sN305.
PD-01 e PD-02 apresentaram concentragbes muito menores do que a extensao de
degradacao observada em LDX, sugerindo que, ou eles sao produtos intermediarios
da reagdo de decomposicdo ou de processos mais complexos ou ha formacao de
produtos de degradacdo com ions moleculares com m/z inferior a 100, limite de

varredura de massa utilizada.

LDX foi submetida a hidrolise acida e alcalina em diferentes condigdes para

avaliacao da especificidade dos métodos cromatograficos LC-UV, LC-CAD e LC-MS,
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a fim de determinar se eram métodos indicativos de estabilidade. Acido férmico e
hidroxido de amoénio foram utilizados, em vez do convencional acido cloridrico e
hidroxido de sodio porque os detectores DAC e MS exigem tampdes volateis na fase
movel. A degradacéo foi verificado apenas apos utilizagdo de calor como catalisador
da reacdo. Apos submeter LDX a condicdo de 1 M de acido formico e 1 M de
hidréxido de aménio, em banho de silicone a 100 °C, sob refluxo, por 3 horas foi

observado 5% de degradag&o, mas n&o foram observados produtos de degradagao.

Os testes de estresse de LDX foram também avaliados utilizando acido
cloridrico e hidroxido de sédio, porém as amostras foram analisadas por RMN. Apos
estudos de degradacédo forcada, a OMS recomenda obter uma extensdo da
degradagdo do farmaco na faixa de 10-30%, a fim de ndo formar produtos
secundarios (WHO, 2005). Com vistas ao exposto acima, LDX foi submetido a
diferentes condigdes de degradacdo até que a extensdo de degradacao
recomendada pela OMS fosse alcancada. As condigdes acida e alcalina foram
avaliadas usando 0,01 M; 0,1 M; 0,5 M e 1 M de DCIl e NaOD. Apds analise das
amostras por RMN de 'H, "*C, HSQC e HMBC foi possivel identificar um PD, um
diasteroisdbmero de LDX: dimetanosulfonato de (2R)-2,6—diamino—N—[(1S)—1-metil-
2—feniletil] hexanamida. O PD apresenta uma mudanga na estereoquimica do centro
quiral do carbono 5 de S para R. Esta mudanga na estereoquimica € uma reacao
tipica de aminoacidos em meio aquoso e € catalisada pela presenga de acido ou
base (CLAYDEN et al., 2012). Esta reacao ¢ justificada na molécula de LDX, que é
formada pela unido de d-anfetamina e um aminoacido, L-lisina, pois a mudanca na

estereoquimica de LDX ocorre na parte da molécula formada pelo aminoacido.
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e A caracterizacdo de LDX candidato a SQR foi realizada por IV, RMN de
hidrogénio ('H), carbono ('*C) e de correlacdo (HMBC e HSQC) e CL-Q-ATV. E a
pureza foi determinada pelo método de balango de massas. Os resultados obtidos
para a amostra de LDX candidato a SQR s&o adequados aos objetivos pretendidos

e permitiram o emprego de LDX como SQR,;

e Os meétodos propostos utilizando espectrofotometria na regido do ultravioleta
e CL-UV e CL-CAD mostraram-se adequados para a identificagdo de LDX capsula,
podendo ser empregados no controle de qualidade da matéria-prima e das capsulas

deste farmaco;

e Os métodos de doseamento por CL-UV, CL-DAC e CL-EM demonstraram
especificidade, linearidade, precisao, exatidao e robustez, sendo adequados para a
identificacdo e quantificacdo de LDX capsula. A especificidade frente a produtos de
degradacdo demonstrou que os meétodos podem ser usados como indicativo de

estabilidade;

¢ ANOVA demonstrou ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre
os teores médios encontrados pelos trés métodos (CL-UV, CL-DAC e CL-EM),

sendo caracterizada a equivaléncia dos mesmos;

e O estudo preliminar da estabilidade de LDX SQR, para analise da
especificidade dos métodos por CL-UV, CL-DAC e CL-EM, demonstrou que este
farmaco é estavel na maioria das condi¢gdes experimentais testadas. LDX degrada
somente em condig¢des drasticas, ou seja, quando as condigdes experimentadas sao

acrescidas de calor;
e LDX é estavel quando exposta a luz UV-A (352 nm). Frente a radiacédo UV-C

(254 nm) LDX SQR apresenta redugdo no teor e ha formacdo de produtos de

degradacgao;
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e As reacgbes de fotodegradacdo de LDX apresentam cinética de primeira
ordem, onde a velocidade da reagcdo de fotodegradacdo € dependente da

concentracido da substancia;

e Foram identificados dois produtos de degradagédo apds exposi¢ao da solugao
amostra de LDX a luz UV 254 nm por CL-Q-ATV;

e Apds LDX ser exposto a hidrélise acida e alcalina e analisado por RMN, uma
extensdo de degradacédo de 17,75% e 22,91%, respectivamente, foi obtida e um
produto de degradagédo maijoritario foi identificado, o diasteroisémero de LDX: (2R)-

2,6—diamino—N—[(1S)—1-metil-2—feniletil] hexanamida.
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